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© Medikament zur Behandlung eines Pankreaskarzinoms 

@ Die Erfindung betrifft ein Medikament zur Behandlung 
eines Pankreaskarzinoms, wobei das Medikament eine zu 
einer Hemmung der Expression eines K-ras-Gens geeig- 
nete doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA) enthalt. 
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Bcschrcibung 

10001 j Die Erfindung betrifrY ein Medikament und eine Verwendung zur Behandlung eines Pankreaskarzinoms sowie 
eine Verwendung zur Herstellung eines solchen Medikaments. 

5 [00021 Das Pankreaskarzinom bzw. Adenokarzinom des Pankreas gehort zu den Karzinomen mit den schlechtesten 
Prognosen. Uber die Ursachen der Entstehung des Pankreaskarzinoms ist wenig bekannt. Eine ausreichend erfolgreiche 
Therapie existiert bisher nicht. Neben anderen geneuschen Veranderungen weisen die Zeilen des Pankreaskarzinoms 
haufig eine Mutation im K-ras-Gen auf. Mutalionen wurden dabei vor allem in den Codons 12, 13 und 61 nachgewiesen. 
Das K-ras-Gen ist ein Proto-Onkogen, welches fiir das GTP-bindende Protein K-ras kodiert. K-ras ist ublicherweise auf 

10 dcr zytoplasmatischcn Scitc der Plasmamcmbran von Zcllcn lokalisicrt und mit Rczcptor-Tyrosin-Kinasen assoziicrt. 
Bindung von GTP aktiviert K-ras. Die Inaktivierung erfolgt durch hydrolytische Abspaltung eines Phosphatrests vom 
gebundenen GTP. Durch Freisetzen des dabei gebildeten GDPs und erneutem Binden von GTP kann K-ras wieder akti- 
viert werden. Die genannten Mutalionen konnen zu einem Austausch einer Aminosaure in K-ras und dadurch zu dessen 
permanenter Aktivierung fiihren. Die Aktivierung von K-ras aktiviert unter anderem Protein- Kinase C. 

is [0003] Aus dcr DE 101 00 586 CI ist ein Vcrfahrcn zur Hcmmung dcr Expression eines Ziclgcns in ciner Zcllc be- 
kannt, bei dem ein Oligoribonukleotid mit doppelstrangiger Struktur in die Zelle eingefuhrt wird. Ein Strang der doppel- 
strangigen Struktur ist dabei komplementar zum Zielgen. 

[0004] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach dem Stand der Technik zu beseitigen. Es soli ins- 
besondere ein wirksames Medikament und eine Verwendung zur Behandlung eines Pankreaskarzinoms bereitgestellt 
20 werden. Weitcrhin soli eine Verwendung zur Hcrstcllung cincs solchen Medikaments bereitgestellt werden. 

[0005] Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1,18 und 19 gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen er- 
geben sich aus den Mcrkmalcn dcr Anspriichc 2 bis 17 und 20 bis 36. 

[0006] ErfindungsgemaB ist ein Medikament zur Behandlung eines, insbesondere humanen, Pankreaskarzinoms vor- 
gesehen, wobei das Medikament eine zu einer Hemmung der Expression eines K-ras-Gens geeignete doppelstrangige Ri- 

25 bonukleinsaure (dsRNA) enthalt. Die Expression kann durch die dsRNA nach dem Prinzip der RNA-Interferenz ge- 
hemmt werden. Eine dsRNA liegt vor, wenn die aus einem oder zwei Ribonukleinsaure-Striingen bestehende Ribonukie- 
insaure eine doppelstrangige Struktur aufweist. Nicht alle Nukleotide der dsRNA miissen kanonische Watson-Crick-Ba- 
senpaarungen aufweisen. Insbesondere einzelne nicht komplementare Basenpaare beeintrachtigen die Wirksamkeit 
kaum odcr gar nicht. Die maximal moglichc ZahL dcr Basenpaare ist die Zahl dcr Nukleotide in dem kiirzesten in dcr 

30 dsRNA enthaltenen Strang. 

[0007] Das Medikament. kann die dsRNA in einer zu der Hemmung der Expression des K-ras-Gens in dem Pankreas- 
karzinom ausreichenden Menge enthalten. Das Medikament kann auch so konzipiert sein, dass mehrere Einheiten des 
Medikaments zusammen die ausreichende Menge in der Summe enthalten. Die ausreichende Menge hangt von der Ver- 
abrcichungsform ab. ZurErmittlung cincr ausreichenden Menge kann die dsRNA in steigenden Mengcn bzw. Dosierun- 

35 gen verabreicht werden. Danach kann an einer aus dem Pankreaskarzinom entnommenen Gewebeprobe mit bekannten 
Mcthodcn ermittclt werden, ob bei dicscr Menge cine Hemmung dcr Expression des K-ras-Gcns cingctrctcn ist. Bei den 
Methoden kann es sich z. B. urn molekularbiologische, biochemische oder immunologische Methoden handeln. 
[0008] Ubcrraschcndcrweise hat sich gezeigt, dass durch die Behandlung mittels dsRNA, welche gezielt die Expres- 
sion des K-ras-Gens hemmen kann, die Proliferation von Pankreaskarzinomzellen gehemmt und sogar die Zahl vitaler 

40 Tumorzellen reduziert werden kann. Erstaunlicherweise bleibt das Proliferationsverhalten nicht maligner Zellen weit ge- 
hend unbeeinflusst von einer solchen Behandlung. Das Medikament kann eine Steigerung der Apoptose-Rate in den Zel- 
len des Pankreaskarzinoms bewirken. In vivo ist es durch ein solches Medikament moglich, das Wachstum eines Pan- 
kreastumors effektiv zu hem men. 

[0009] Das K-ras-Gen kann derart mutiert sein, dass dadurch eine permanente Aktivierung von K-ras bewirkt wird. 

45 Die Hemmung der Expression eines solchen Gens durch das erfindungsgemaBe Medikament bewirkt eine besonders ef- 
fektive Hemmung des Wachstums des Pankreaskarzinoms. Das K-ras-Gen kann dabei in den Codons 12, 13 oder 61 mu- 
tiert sein. Im mutierten K-ras-Gen kann das Codon 12 fur Arginin, Serin, Alanin, Valin, Cystein oder Asparaginsaure, das 
Codon 13 fur Asparaginsaure oder das Codon 61 fiir Hislidin odcr Leucin kodicrcn. Im Wildtyp des K-ras-Gens kodiert 
das Codon 12 und das Codon 13 jeweils fiir Glycin und das Codon 61 fiir Glutaminsaure. 

50 [0010] Vorzugswcisc wcist cin Strang SI dcr dsRNA cincn zum K-ras-Gen zumindest abschnittsweisc komplcmcn- 
taren, insbesondere aus weniger als 25 aufeinander folgenden Nukleotiden bestehenden, Bereich auf. Unter dem "K-ras- 
Gen" wird der DNA-Strang der doppelstrangigen fur"K-ras kodierenden DNA in der r Rimorzelle verstanden, welcher 
komplementar zu einem bei der Transkription als Matrize dienenden DNA-Strang einschlieBlich aller transkribierten Be- 
reiche ist. Bei dem K-ras-Gen handelt es sich also im Allgemeinen um den Sinn-Strang. Der Strang SI kann somit kom- 

55 plementar zu einem bei der Expression des K-ras-Gens gebildeten RNA-Transkript oder dessen Prozessierungsprodukt, 
wie z. B. einer mRNA, sein. 

[0011] Dcr komplementare Bcrcich dcr dsRNA kann 19 bis 24, vorzugswcisc 21 bis 23, insbesondere 22, Nukleotide 
aufweisen. Eine dsRNA mit dieser Struktur ist besonders effizient in der Inhibition des K-ras-Gens. Der Strang SI der 
dsRNA kann weniger als 30, vorzugsweise weniger als 25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Nukleotide aufweisen. Die 

60 Zahl dieser Nukleotide ist zugleich die Zahl der in der dsRNA maximal moglichen Basenpaare. 

[0012] Als besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen, wenn zumindest ein Ende der dsRNA einen aus 1 bis 4, insbe- 
sondere 2 oder 3, Nukleotiden gebildeten einzelstrangige n Obcrhang aufweist. Eine solchc dsRNA wcist gcgeniiber ciner 
dsRNA ohne einzelstrangige Uberhange an mindestens einem Ende eine bessere Wirksamkeit bei der Hemmung der Ex- 
pression des K-ras-Gcns auf. Ein Ende ist dabei cin Bcrcich dcr dsRNA, in wclchcm cin 5'- und cin 3'-St.rangcndc vor- 

65 liegen. Eine nur aus dem Strang S 1 bestehende dsRNA weist demnach eine Schleifenstruktur und nur ein Ende auf. Eine 
aus dem Strang SI und einem Strang S2 gebildete dsRNA weist zwei Enden auf. Ein Ende wird dabei jeweils von einem 
auf dem Strang SI und einem auf dem Strang S2 liegenden Strangende gebildet. 

[0013] Vorzugswcisc befindet sich dcr einzelstrangige Ubcrhang am 3-Endc des Strangs SI. Dicsc Lokalisation des 
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cinzclstrangigcn Ubcrhangs fuhrt zu cincr wcitcrcn Stcigerung dcr Effizicnz dcs Mcdikamcnts. In cincm Ausfuhrungs- 
beispiel weist die dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3 -Ende des Strangs SI gelegenen, Ende einen einzelstran- 
gigen Uberhang auf. Das andere Ende ist bei einer zwei Enden aufweisenden dsRNA glatt, d. h. ohne Uberhange, ausge- 
bildet. Eine solche dsRNA hat sich sowohl in verschiedenen Zellkulturmedien als auch in Blut und Serum als besonders 
bestandig erwiesen. • 5 

[0014] Vorzugsweise weist die dsRNA neben dem Strang S 1 einen Strang S2 auf, d. h. sie ist aus zwei Einzelstrangen 
gebildet. Der Strang SI oder der Strang S2 kann zum primaren oder prozessierten RNA-Transkript des K-ras-Gens kom- 
plementar sein. Vorzugsweise bestehl die dsRNA aus dem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 und dem Strang SI 
mil der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder dem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 und dem Strang SI mit der Sequenz 
SEQ ID NO: 4 oder dem Strang S2 mit dcr Sequenz SEQ ID NO: 5 und dem Strang S 1 mit dcr Sequenz SEQ ID NO: 6 10 
gemaB dem anliegenden Sequenzprotokoll. Eine solche dsRNA ist in der Hemmung der Expression des K-ras-Gens be- 
sonders wirksam. 

[0015] Die dsRNA kann in dem Medikament in einer Losung, insbesondere einem physiologisch vertraglichen Puffer, 
oder von einer micellaren Struktur, vorzugsweise einem Liposom, oder einem Kapsid umschlossen vorliegen. Eine mi- 
ccllarc Struktur oder cin Kapsid kann die Aufnahmc dcr dsRNA in die 1\jmorzcllcn crlcichtcrn. Das Medikament kann 15 
eine Zubereitung aufweisen, die zur Inhalation, oralen Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbesondere zur intraven- 
osen, intraperitonealen oder intratu moral en Infusion oder Injektion, geeignet ist. Eine zur Inhalation, Infusion oder In- 
jektion geeignete Zubereitung kann im einfachsten Fall aus einem physiologisch vertraglichen Puffer, insbesondere einer 
phosphatgepufferten Salzlosung, und der dsRNA bestehen. Es hat sich namlich uberraschenderweise herausgestellt, dass 
cine lcdiglich in cincm solchcn Puffer geldstc und vcrabreichtc dsRNA von den Tumorzcllen aufgenommen wird und die 20 
Expression des K-ras-Gens hemmt, ohne dass die dsRNA dazu in einem besonderen Vehikel verpackt sein muss. 
[0016J Vorzugsweise ist die dsRNA pro vorgeschencr Vcrabrcichungscinhcit in cincr Mengc cnthaltcn, wclchc cincr 
Dosierung von hochstens 5 mg pro kg Korpergewicht, insbesondere 200 ug pro kg Korpergewicht, entspricht. Es hat es 
sich namlich gezeigt, dass die dsRNA bereits in dieser pro Tag verabreichten Dosierung eine ausgezeichnete Effektivitat 
in der Hemmung der Expression des K-ras-Gens aufweist. 25 
[0017] ErfindungsgemaB ist weiterhin die Verwendung einer zur Hemmung der Expression eines K-ras-Gens geeigne- 
ten doppelslrangigen Ribonukleinsaure (dsRNA) zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung eines Pankreas- 
karzinoms vorgesehen. Weiterhin ist erfindungsgemafi die Verwendung einer zur Hemmung der Expression eines K-ras- 
Gcns gccignctcn doppelstrangigcn Ribonukleinsaure (dsRNA) zur Behandlung cincs Pankrcaskarzinoms vorgesehen. 
[0018] Wegen der weiteren vorteilhaften Ausgestaltung der erfindungsgemaBen Verwendungen wird auf die vorange- 30 
gangenen Ausfuhrungen verwiesen. 

[0019] Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Zeichnungen beispielhaft erlautert. Als Abkiirzung der Konzentra- 
tionsangabe "mol/l" wird dabei "M" verwendet. Es zeigen: 

[0020] Fig. 1 die prozcnluale Apoptosc-Rate von humanen Pankreaskarzinomzcllen YAP C in Abhangigkcit von dcr 
Inkubationszeit nach Transfektion mit einer zu einer ersten Sequenz aus dem humanen K-ras-Gen komplementaren 35 
dsRNA, 

[0021] Fig. 2 die Anzahl vitaler Zellen nach Transfektion mit einer dsRNA und 

[0022] Fig. 3 das Volumen subkutan implantierter human er Pankreasadenokarzinome in NMRI-Mausen. 
[0023] Die eingesetzten doppelstrangigen Oligoribonukleotide weisen folgende, im Sequenzprotokoll mit SEQ ID 
NO: 1 bis SEQ ID NO: 8 bezeichneten, Sequenzen auf: 40 
KRAS1, welche zu einer eine erste Punktmutation im Codon 12 aufweisenden Sequenz aus dem humanen K-ras-Gen in 
YAP C-Zellen komplementar ist: 

S2: 5'- agu ugg age ugu ugg cgu agg-3 1 (SEQ ID NO: 1) 
SI: 3'-ca uca acc ucg aca acc gca ucc-5* (SEQ ID NO: 2) 

KRAST, wclchc zu cincr cine crstc Punktmutation im Codon 12 aufweisenden Sequenz aus dem humanen K-ras-Gen in 
einem humanen subkutan in NMRI-Mausen implantierten Pankreasadenokarzinom komplementar ist: 

S2: 5'- agu ugg age uga ugg cgu agg-3' (SEQ ID NO: 3) 

SI: 3'-ca uca acc ucg acu acc gca ucc-5' (SEQ ID NO: 4) 

KRAS2, welche zu einer Wildtyp-Sequenz aus dem humanen K-ras-Gen komplementar ist: 55 

S2: 5'- agu ugg age ugg ugg cgu agg-3 1 (SEQ ID NO: 5) 
SI: 3'- ca uca acc ucg acc acc gca ucc-5' (SEQ ID NO: 6) 



NEO, welche zu einer Sequenz aus dem Neomycin-Resistenz-Gen komplementar ist: 

S2: 5'- c aag gau gag gau cgu uuc gca-3 ' (SEQ ID NO: 7) 

SI: 3'-ucu guc cua cue cua gca aag eg -5' (SEQ ID NO: 8) 

|0024| Zellen der humanen Pankreaskarzinomzellinie YAP C, welche unter der Nr. ACC 382 von der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig bczogen werden konnen, wurden unter konstanten 
Bcdingungcn bei 37°C, 5% CO2 in RPMI 1640-Mcdium (Fa. Biochrom, Berlin) mit 10% fotalcm Kalbcrscrum (FKS) 
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und 1% Penicillin/Streptomycin kultivicrt. 

[0025] Die Transfektionen wurden in einer 6-Weli-Platte mit Oligofectamine (Fa. Inviirogen, Karlsruhe) durchgefuhrl. 
Pro Well wurden 150 000 Zellen ausgesetzt. Die Transfektion der doppelstrangigen Oligoribonukleotide wurde nach 
dem von Invitrogen fur Oligofectamine empfohlenen Protokoll durchgefuhrl (Angaben beziehen sich auf eine Vertiefung 

5 bzw. ein Well einer 6-Well-Platte): 

10 ul des doppelstrangigen Oligoribonukleotids (0,1-10 uM) wurden mit 175 ul Zellkulturmedium ohne Zusatze ver- 
diinnt. 3 pi Oligofectamine wurden mit 12 ul Zellkulturmedium ohne Zusatze verdtinnt und 10 Minuten bei Raumtempe- 
ratur inkubiert. Das so verdunnte Oligofectamine wurde zu den bereits verdunnten doppelstrangigen Oligoribonukleoti- 
den gegeben, gemischt und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit wurden die zu trans fizierenden Zel- 

10 len cinmal mit Zellkulturmedium ohne Zusatze gewaschen und 800 pi frisches Zellkulturmedium zugegeben. Danach 
wurden pro Well 200 pi des beschriebenen Oligofectamine-dsRNA-Gemisches zugegeben, so dass das Endvolumen fur 
die Transfektion 1000 pi betrug. Hierdurch ergibt sich eine Endkonzentration der doppelstrangigen Oligoribonukleotide 
von 1-100 nM. Der Transfektionsansatz wurde vier Stunden bei 37°C bebriket. Danach wurden pro Well 500 pi Zellkul- 
turmedium mit 30% FKS zugegeben, so dass die Endkonzentration an FKS 10% betrug. Dieser Ansatz wurde fur 24 bis 

15 120 Stunden bei 37°C inkubiert. 

[0026] Zur Bestimmung der Apoptose-Rate wurden die Uberstande nach der Inkubation gesammelt, die Zellen mit 
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen, mittels Trypsin abgelost und 10 Minuten mit 100 g zentrifugiert. Der 
Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit hypoloner Propidiumjodidlosung 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln inku- 
biert. Die Analyse erfolgte durchflusszytometrisch im Fluoreszenz-unterstutzten Zellsortierer FACSCalibur (Fa. BD 

20 GmbH, Heidelberg). 

[0027] Fig. 1 zeigt die prozentuale Apoptose-Rate humaner Pankreaskarzinomzellen YAP C in Abhangigkeit von der 
Inkubationszcit nach Transfektion mit steigenden Konzcntrationen der dsRNA KRAS1. Daraus ist crsichtlich, dass 
KRAS1 konzentrationsabhangig Apoptosen in humanen Pankreaskarzinomzellen induziert. Die Apoptose-Rate steigt in 
Abhangigkeit von der Inkubationszeit an. Wahrend unbehandelte YAP C-Zellen (Kontrolle) und Zellen, mit welchen das 
25 beschriebene Verfahren zur Transfektion ohne doppelstrangiges Oligoribonukleotid durchgefuhrt wurde (Mocktransfek- 
tion bzw. Scheintransfektion), auch nach 120 h Inkubation nur maximal 5% Apoptose aufwiesen, konnte durch Trans- 
fektion rail 100 nM KRAS1 die Apoptose-Rate nach 120 h auf 24% gesteigert werden. Mit gleicher EfTeklivitat indu- 
zierte die zum Wildtyp von K-ras komplementare dsRNA KRAS2 Apoptose in YAP C-Zellen. 

[0028] Zur Bestimmung des Einflusscs der Transfektionen auf die Proliferation bzw. die Zahl vitalcr Zellen, wurden 
30 pro Vertiefung einer 6-Well-Platte 50 000 YAP-C- Zellen ausgesetzt und wie oben beschrieben transfiziert. Die Anzahl 

vitaler Zellen wurde mit der Trypan blau-Aussc hi uss-Farbung nach 24 bis 120 h Inkubationszeit durch Auszahlen in einer 

Neubauer-Zahlkaimner beslimmt. Das Ergebnis ist in Fig. 2 dargestellt. Die Proliferation von YAP C-Zellen konnte 

durch KRAS1 konzentrationsabhangig gehemmt werden. Die Zahl vitaler Zellen konnte bereits durch 1 nM KRAS1 sta- 

tistisch signifikant (p = 0.001 vs. unbehandelte Kontrolle nach 120 h) rcduziert werden. 
35 [0029] Eine Transfektion mit der zum K-ras- Wildtyp komplementaren dsRNA KRAS2 fuhrte bei einer Konzentration 

von 100 nM zu einer Rcduktion der Zahl vitalcr Zellen. Nicht-malignc humane Hautfibroblasten zeigtcn kcine Andcrung 

ihres Proliferationsverhaltens durch Transfektion mit KRAS1 oder KRAS2. 

(0030] Fur in vivo-Untersuchungen sind NMRI-Mausen (Harlan Wmkelmann GmbH, Borchcn) Gewebefragmente 
von 2-3 mm Durchmesser aus einem humanen Pankreasadenokarzinom subkutan implantiert worden. Nachdem die 

40 moren eine GroBe von 6-7 mm erreicht hatten, wurden taglich 200 pg KRAS1* oder NEO pro kg Korpergewicht intra- 
peritoneal injiziert. Als Kontrolle wurde eine physiologische Kochsalzlosung injiziert. Die Tumore wurden taglich mit- 
tels einer Schiebelehre bzw. einer standardisierten Schablone vermessen. In Fig. 3 ist das in mm 3 gemessene Tumorvo- 
lumcn als Mittclwcrt +/- Standardfehlcr des Mittclwcrts in Abhangigkeit von der Zeit ab Bcginn der Behandlung durch 
die intraperitonealen Injektionen (Tage i. p.) dargestellt. Daraus ist ersichtlich, dass die zum K-ras-Gen komplementare 

45 dsRNA in der Lage ist, das Wachstum der Tumore zu hem men. Durch tagliche intraperitoneale Applikation der zum K- 
ras-Gen komplementaren dsRNA in einer Konzentration von 200 ug/kg wurde das Wachstum des Tumors derart ge- 
hemmt, dass das Tumorvolumen nach 24 Tagen Behandlung nur 62% des Tumorvolumens der Kontrollgruppe betragen 
hat. 

50 



55 



60 



65 



4 



DE 102 30 996 A 1 



SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Ribopharma AG 

<120> Medikament zur Behandlung eines Pankreaskarzinoms 

<130> 422271EH 

<140> 
<141> 

<160> 8 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 21 

<212> RNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

aguuggagcu guuggcguag g 

<210> 2 

<211> 23 

<212> RNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

ccuacgccaa cagcuccaac uac 

<210> 3 

<211> 21 

<212> RNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 

aguuggagcu gauggcguag g 

<210> 4 

<211> 23 

<212> RNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 

ccuacgccau cagcuccaac uac 

<210> 5 

<211> 21 

<212> RNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 5 

aguuggagcu gguggcguag g 
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<211> 23 

<212> RNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 6 

ccuacgccac cagcuccaac uac 23 



10 



15 



20 



<210> 7 
<211> 22 
<212> RNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Sinn-Strang 
einer zu einer Sequenz des Neomycin-Resistenzgens 
komplement&ren dsRNA 

<400> 7 

caaggaugag gaucguuucg ca 22 



25 



30 



35 



<210> 8 
<211> 23 
<212> RNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: 

Antisinn-Strang einer zu einer Sequenz des 
Neomycin-Resistenzgens komplement&ren dsRNA 

<400> 8 

gcgaaacgau ccucauccug ucu 23 



Patentanspriiche 

40 1 . Medikament zur Behandlung eines Pankreaskarzinoms, wobei das Medikament eine zu einer Hernmung der Ex- 

pression eines K-ras-Gens geeignete doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA) enthalt. 

2. Medikament nach Anspruch 1, wobei das K-ras-Gen derart mutiert ist, dass dadurch eine permanente Aktivie- 
rung von K-ras bcwirkt wird. 

3. Medikament nach Anspruch 1 oder 2, wobei das K-ras-Gen in den Codons 12, 13 oder 61 mutiert ist. 

45 4. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei im mutierten K-ras-Gen das Codon 12 fur Ar- 

ginin, Serin, Alanin, Valin, Cystein oder Asparaginsaure, das Codon 13 fur Asparaginsaure oder das Codon 6 1 fur 
Histidin oder Leucin kodiert. 

5. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei cin Strang S 1 der dsRNA cincn zuin K-ras-Gen 
zumindest abschnittsweise komplementaren, insbesondere aus weniger als 25 aufeinander folgenden Nukleotiden 

50 bestchenden, Bcrcich aufweist. 

6. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei der komplementare Bereich 19 bis 24, bevor- 
zugt 21 bis 23, insbesondere 22, Nukleotide aufweist. 

7. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei der Strang S 1 weniger als 30, vorzugsweise we- 
niger als 25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Nukleotide aufweist. 

55 8. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei zumindest ein Ende der dsRNA einen aus 1 bis 

4. insbesondere 2 oder 3, Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen Uberhang aufweist. 

9. Medikament nach Anspruch 8, wobei sich der einzclstrangigc Uberhang am 3-Endc des Strangs SI befindct. 

10. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA nur an einem, insbesondere dem 
am 3 '-Ende des Strangs SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Uberhang aufweist. 

60 11. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA neben dem Strang S 1 einen Strang 

S2 aufweist. 

12. Medikament nach cincin der vorhergehenden Anspruche, wobei der Strang SI oder der Strang S2 zum pri ma- 
re n oder prozessierten RNA-Transkript des K-ras-Gens komplementar ist. 

13. Medikament nach cincm der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA aus dem Strang S2 mit der Sequenz 
65 SEQ 3D NO: 1 und dem Strang S 1 mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder dem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ED 

NO: 3 und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 oder dem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 5 und 
dem Sirang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 6 gemaB dem anliegenden Sequenzprotokoli besteht. 

14. Medikament nach cincm der vorhergehenden Anspriichc, wobei die dsRNA in dem Medikament in einer L6- 
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sung, insbcsondcrc cincm physiologisch vcrtraglichcn Puffer, odcr von cincr miccUarcn Struktur, vorzugsweisc ci- 
nem Liposom, oder einem Kapsid umschlossen vorliegt. 

15. Medikament. nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das Medikament eine Zubereitung aufweist, 
die zur Inhalation, oralen Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbesondere zur intravenosen, intraperitonealen oder 
intratumoralen Infusion oder Injektion, geeignet ist. 5 

16. Medikament nach Anspruch 15, wobei die Zubereitung aus einem physiologisch vertraglichen Puffer, insbe- 
sondere einer phosphatgepufferten Salzlosung, und der dsRNA besteht. 

17. Medikament nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA pro vorgesehener Verabreichungs- 
einheit in einer Menge enthalten ist, welche einer Dosierung von hochstens 5 mg pro kg Korpergewicht, insbeson- 
dere 200 ug pro kg Korpergewicht, cntspricht. 10 

18. Verwendung einer zur Hemmung der Expression eines K-ras-Gens geeigneten doppelstrangigen Ribonuklein- 
saure (dsRNA) zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung eines Pankreaskarzinoms. 

19. Verwendung einer zur Hemmung der Expression eines K-ras-Gens geeigneten doppelstrangigen Ribonuklein- 
saure (dsRNA) zur Behandlung eines Pankreaskarzinoms. 

20. Verwendung nach Anspruch 18 odcr 19, wobei das K-ras-Gcn dcrart muticrt ist, dass dadurch cine pcrmancntc 15 
Aktivierung von K-ras bewirkt wird. 

21. Verwendung nach einem der Anspruche 18 bis 20, wobei das K-ras-Gen in den Codons 12, 13 oder 61 mutiert 
ist. 

22. Verwendung nach einem der Anspruche 18 bis 21, wobei im mutierten K-ras-Gen das Codon 12 fur Arginin, 
Serin, Alanin, Valin, Cyslcin odcr Asparaginsaurc, das Codon 13 fur Asparaginsaurc oder das Codon 61 fur Histidin 20 
oder Leucin kodiert. 

23. Verwendung nach cincm der Anspriichc 18 bis 22, wobei cin Strang SI der dsRNA cincn zum K-ras-Gcn zu- 
mindest abschnittsweise komplementaren, insbesondere aus weniger als 25 aufeinander folgenden Nukleotiden be- 
stehenden, Bereich aufweist. 

24. Verwendung nach einem der Anspruche 18 bis 23, wobei der komplementare Bereich 19 bis 24, bevorzugt 21 25 
bis 23, insbesondere 22, Nukleotide aufweist. 

25. Verwendung nach einem der Anspruche 18 bis 24, wobei der Strang SI weniger als 30, vorzugsweise weniger 
als 25, besonders vorzugsweise 21 bis 24, Nukleotide aufweist. 

26. Verwendung nach cincm der Anspriichc 18 bis 25, wobei zumindest cin Endc der dsRNA cincn aus 1 bis 4, ins- 
besondere 2 oder 3, Nukleotiden gebildeten einzelstrangigen Uberhang aufweist. ^ 30 

27. Verwendung nach Anspruch 26, wobei sich der einzelstrangige Uberhang am 3'-Ende des Strangs SI befindet. 

28. Verwendung nach einem der Anspruche 18 bis 27, wobei die dsRNA nur an einem, insbesondere dem am 3- 
Ende des Strangs SI gelegenen, Ende einen einzelstrangigen Uberhang aufweist. 

29. Verwendung nach cincm der Anspruche 1 8 bis 28, wobei die dsRNA neben dem Strang S 1 cincn Strang S2 auf- 
weist. 35 

30. Verwendung nach cincm der Anspriichc 18 bis 29, wobei der Strang SI odcr der Strang S2 zum pnmarcn odcr 
prozessierten RNA-Transkript des K-ras-Gens komplementar ist. 

3 1 . Verwendung nach einem der Anspruche 18 bis 30, wobei die dsRNA aus dem Strang S2 mit der Sequenz SEQ 
ID NO: 1 und dem Strang S 1 mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 oder dem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 3 
und dem Strang SI mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 oder dem Strang S2 mit der Sequenz SEQ ID NO: 5 und dem 40 
Strang SI mil der Sequenz SEQ ID NO: 6 gemafi dem anliegenden Sequenzprotokoll besteht. 

32. Verwendung nach einem der Anspruche 18 bis 31, wobei die dsRNA zur Applikation in einem physiologisch 
vcrtraglichcn Puffer, insbcsondcrc einer phosphatgepufferten Salzlosung, odcr von einer miccUarcn Struktur, vor- 
zugsweise einem Liposom, oder einem Kapsid umschlossen vorliegt. 

33. Verwendung nach einem der Anspruche 1 8 bis 32, wobei die dsRNA in einer Zubereitung vorliegt, die zur In- 45 
halation, oralen Aufnahme, Infusion oder Injektion, insbesondere zur intravenosen, intraperitonealen oder intratu- 
moralen Infusion oder Injektion, geeignet ist. 

34. Verwendung nach Anspruch 33, wobei die Zubereitung aus einem physiologisch vcrtraglichcn Puflcr, insbe- 
sondere einer phosphatgepufferten Salzlosung, und der dsRNA besteht. 

35. Verwendung nach cincm der Anspriichc 18 bis 34, wobei die dsRNA oral, mittcls Inhalation, Infusion odcr In- 50 
jektion, insbesondere intravenosen, intraperitonealen oder intratumoralen Infusion oder Injektion, verabreicht wird. 

36. Verwendung nach einem der Anspruche 18 bis 35, wobei die dsRNA in einer Dosierung von hochstens 5 mg 
pro kg Korpergewicht pro Tag, insbesondere 200 ug pro kg Korpergewicht pro Tag, einem Saugetier, vorzugsweise 
einem Menschen, verabreicht wird. 

55 
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